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Abstract (Basic): EP 584715 A 

Method (A) for isolating and culturing transformed cells 
circulating in the bloodstream of an individual comprises treating 
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blood from the individual in an apheresis device to obtain a cell 
fraction which is enriched with the transformed cells and opt. also 
contains leukocytes and/or lymphocytes, and culturing the transformed 
ce lis* 

Also claimed is a method (B) for producing individual-specific 
antibodies directed against tumour antigens, comprising using 
transformed cells isolated by method (A) to stimulate B-lymphocytes 
into producing antibodies against tumour antigens on the transformed 
cells; immortalising, multiplying and selecting the stimulated 
B-lymphocytes; and isolating and purifying the antibodies produced by 
culturing the immortalised B-lymphocytes. 

Also claimed are: (1) individual-specific transf ormed-cell lines 
obtainable by method (A); (2) individual specific hybridoma cell lines 
obtainable by method (B) ; and (3) individual-specific poly- or 
mono-clonal antibodies directed against tumour antigens, obtainable by 
method (B) . 

USE - Method (A) is useful for isolating metastasmg cancer cells, 
esp. mammary carcinoma, B-cell lymphoma, renal adenocarcinoma, 
bronchial carcinoma, prostatic carcinoma or melanoma cells. The 
antibodies, opt. modified by coupling to immunotoxins and/or detectable 
labels, are useful for individual-specific therapy and/or diagnosis of 
cancer . 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung 
transformierter Zellen aus dem Blutstrom eines 
menschlichen oder tierischen Individuum und ein Ver- 
fahren zur Kultivierung der so gewonnenen Zellen. 

Ober die Bedeutung von im Blutstrom zirkulierenden 
transformierten Zellen fQr die Ausbildung von Metasta- 
sen berichtet A- J. Salsbury in "Significance of Circula- 
ting Cancer Cells* William Heinemann Medical Books, 
New Aspects of Breast Cancer, Bd. 3, S. 245E, 1977, daB 
diese im Blutstrom zirkulierenden Krebszellen in einem 
Zeitraum bis zu 5—6 Stunden nach ihrer Freisetzung — 
z.B. durch bestimmte operative und therapeutische 
MaBnahmen — noch keine Metastasen ausbilden k5n- 
nen. Das Vorhandensein groBer Mengen an Krebszellen 
allein genQgt noch nicht fur das Auftreten von Metasta- 
sen, die Krebszellen m0Bten zuerst den vaskularen Be- 
reich verlassen. Dennoch wind die Verwendung von 
Mitteln vorgeschlagen, die einerseits die Ausbildung 
von Thromben als Ausgangspunkte fQr die Metastasen- 
bildung aus dem Blutstrom verhindern und andererseits 
die malignen Zellen abtdten sollen. 

Neuere Erkenntnisse (P. M. Gullino, Dev. OncoL, 49, 
251—271 (1986)) legen jedoch nahe, daB zirkulierende 
Tumorzellen in den meisten Fallen bereits lange bevor 
der Primartumor klinisch nachgewiesen werden kann, 
im Blutstrom auftreten. Auch wenn nicht alle dieser 
transformierten Zellen zur Ausldsung von Metastasen 
in der Lage sind, ist es erforderlich, die Ausbreitung von 
zirkulierenden Tumorzellen und damit das Metastasen- 
wachstum so frQh wie mOglich zu bekSmpfen. Der 
Grund, warum bislang noch keine eindeutige Korrela- 
tion zwischen der Anzahl transformierter Zellen im pe- 
ripheren Blut und der AusWsung der Metastasenbildung 
aufgestellt werden konnte, liegt zu einem groBen Teil in 
der Schwierigkeit des Nachweises der transformierten 
Zellen im Blutstrom. 

Ferner ist bekannt, daB schon bei Qblichen Diagnose- 
verfahren, wie Abtasten des soliden Tumors, und insbe- 
sondere bei bioptischen und operativen Emgriffen die 
Freisetzung transformierter Tumorzellen deutlich er- 
haht wird, was zu einer verstarkten Metastasenbildung 
fuhrenkann. 

Das Metastasierungs-Verhalten von soliden Tumoren 
in das Lymph- und/oder Kreislauf-System hinein ist bis- 
her in vivo nur in erCffheten BlutgefaBen bei Operatio- 
nen studiert worden. Zirkulierende Tumorzellen in dia- 
gnostisch oder gar therapeutisch verwertbarem Um- 
fang wurden dabet nicht gewonnen. Das Metastasie- 
rungs-Verhalten von soliden Tumoren in den Kreislauf 
lieB sich daher nur in Tierversuchen oder beim Men- 
schen nur postmortal durch den Pathologen untersu- 
chen. 

Transformierte Zellen iassen sich prinzipiell mit einer 
Dichtegradienten-Zentrifugation, wie sie z, B. flblicher- 
weise zur Isolierung von Lymphozyten in einem Ficoll- 
gradienten eingesetzt wird, gewinnen. HierfQr sind je- 
doch groBe Blutmengen ab 1500 ml Blut erforderlich, 
was fQr den Patienten sehr belastend ist Ferner ist auch 
trotz eines hohen apparativen Aufwands die Ausbeute 
aufgrund der geringen Anzahl transformierter Zellen, 
die zudem durch das konventionelle Zentrifugadonsver- 
fahren leicht beschadigt und verunreinigt werden, au- 
Berst niedrig. Daher ist ein Dichtegradienten-Zentrifu- 
gadonsverfahren routinemaBig zur Gewinnung grtBe- 
rer Mengen von transformierten Zellen nicht einsetz- 
bar. Die bekannten Methoden zeigen auch insbesondere 



den Mangel, daB man nicht feststellen konnte, ob eine 
transformierte ZeOe aus dem peripheren Kreislauf zum 
Zeitpunkt ihrer Gewinnung vital war oder nicht 
Es existiert somit bislang kein einfach durchzufuhren- 
5 des und reproduzierbares Verfahren, das es erlaubte, 
auf nicht chirurgische Weise eventuell im peripheren 
Kreislauf zirkulierende transformierte metastasierte 
Zellen zu erkennen, zu gewinnen, diese auBerhalb des 
K6rpers zu kultivieren und fQr Untersuchungen und an- 

to dere Anwendungen weiter einzusetzen. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein 
Verfahren zur Verfugung zu stellen, mh dem es auf 
einfache und ungefahrliche Weise m5glich ist, aus einem 
menschlichen oder tierischen Individuum im Blutstrom 

15 zirkulierende transformierte Zellen zu gewinnen. 

Damit verbunden ist die Aufgabe, die so gewonnenen 
Zellen in Kultur zu vermehren und gegen Antigene auf 
ihrer Oberflache gerichtete monokionale Antikflrper 
herzusteHen, die dann fur diagnostische und/oder thera- 

20 peudscheZwecke eingesetzt werden kdnnen. 

Die Erfindung beruht auf der Erkenntnis, daB es m&g- 
lich ist, transformierte Zellen durch ein kontinuierliches 
Zentrifugationsverf ahren von Blut zu gewinnen. 
Die Aufgabe wird somit geldst durch ein Verfahren 

25 zur Gewinnung und Kultivierung von im Blutstrom zir- 
kulierenden transformierten Zellen, indem man durch 
Zentrifugation von einem Individuum entnommenen 
Blut mittels einer fur die Abtrennung von Lymphozyten 
geeigneten, kontinuieriichen Zentrifuge einen Buffy-co- 

30 at, der die transformierten Zellen, Leukozyten und 
Lymphozyten enthalt, Qber einen der Zentrifuge nach- 
geschalteten Bypass entnimmt und den Buffy-coat unter 
Vermehrung der transformierten ZeDen kuldviert 
Das erfindungsgemaBe Verfahren erlaubt die Bereit- 

35 stellung von in Kultur vermehrten, transformierten Zel- 
len, die zur Herstellung von individuum-spezifischen, 
gegen Tumorantigene gerichteten monoklonalen And- 
kdrpern verwendet werden k&nnen. 
Zur Herstellung dieser Antikdrper bringt man in ei- 

40 ner in vitro-Immunisierung aus demselben Individuum 
isolierte B-Lymphozyten mit den kuluvierten transfor- 
mierten Zellen in Kontakt, urn die Produkdon von ge- 
gen Tumorandgene auf den transformierten Zellen ge- 
richteten Antik5rpern zu stimulieren, immortalisiert 

45 vermehrt und selektiert die stimulierten B-Lymphozy- 
ten, und isoliert und reinigt die AntikOrper aus der im- 
mortalisierten B-Lymphozytenkultur. 

Der Organismus ware prinzipiell in der Lage, das 
"ArzneimitteF, d h. die Antik5rper, mit seinem Immun- 

so system selbst herzustellen. Die Zahl der im Blutstrom 
zirkulierenden transformierten Zellen, und damit die 
Zahl der entsprechenden Antigene, ist jedoch gerade im 
fQr die Diagnostik und Therapie wichtigen Frflhstadium 
im aUgemeinen viel zu gering, um eine ausreichende 

55 Immunantwort ausldsen zu kdnnen. Dieses Verfahren 
erlaubt dagegen die BereitsteQung einer groBen Menge 
an tumorspezifisdhen Andgenen in Form einer Kultur 
der transformierten Zellen, die sich beliebig vermehren 

laBt 

60 Bisher war man der Annahme, daB die an sich be- 
kannten Zen trifugadonsverf ahren nur fQr die im Kreis- 
lauf ohnehin stSndig peripher zirkulierenden weiBen 
BlutkGrperchen geeignet seien. Die Erfinder haben nun 
Oberraschenderweise festgestellt, daB sich unter diesen 

65 Milliarden von Lymphozyten und Leukozyten bei an 
Krebs crkrankten Patienten auch abgesiedelte transf r- 
mierte 2^eBen des Primartumors befinden. 
FQr das vorliegende Verfahren ist jede kontinuierli- 
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che Zentrifuge einsetzbar, die abliciherweise auch zur jedes Basiszellkultunnedium eingesetzt werden, wel- 

Lymphozytenseparation vom Blutplasma und von den dies elne Kohlenstoff- und Stickstoffquelle sowie weite- 

Erythrozyten und anderen Bestandteflen des Blutes oh- re notwendige anorganische und organische Bestandtei- 

ne chemischen Dichtegradienten und anschlieBender le, wie Vitamine, Aminosauren und Spurenelemente 

Anreicherung verwendet wird 5 enthalt Bevorzugt sind handelsQbliche Medien, wie z. B. 

SolcheZentrifugenwurdenbislangz.B.ineinemVer- RPMI 1640-M dium, ggf. mil einem Supplement wie 
fahren zur Vermindemng der Lymphozytenpopulation fdtalem Kaibersemm erganzt Die Kulturbedingungen 
bei Patienten mit Lymphozytenleukamie in Kombina- werden nach den Herstellerangaben eingestellt, flbli- 
tion mit einem extracorporalen Bestrahlungsverfabren cherweise werden Standardbedingungen von 5% CO2, 
eingesetzt (EP-A 30358). Hierzu wird dem Patfenten 10 37° C und 95% Luftfeuchtigkeit verwendet 
Biut entnommen und dieses in Gegenwart einer lichtre- Die Zugabe von Macrophagen-Inhibierendem-Peptid 
aktiven chemischen Verbindung, wie z. B. einem Psora- verhindert, daB die wenigen transfonnierten Zellen im 
lenderivat, das zuvor oral verabreicht wurde oder nach groBen OberschuB von Lymphozyten durch Macropha- 
der Entnahme dem Biut zugegeben wurde, mit UV- gen zerstdrt werden. Dagegenhemmt der Zusatz von B- 
Licht bestrahlt Das Psoralen interkaliert mit der DNA 15 und T-zellenspezifischen Antikdrpern (CD 8-, CD-25-, 
der Zeilen und vermag nach Lichtaktiviening mit der Inteiieukin- und Interferon-spezifische Antikorper) die 
DNA zu reagieren und dabei Onkogene auszuschalten. Vermehrung der Lymphozyten, die schlieBlich abster- 
AnschiieBend fQhrt man das bestrahlte Biut dem Patien- ben. Ober bekannte Zellsordng-Verfahren kdnnen al- 
ien wieder zu. ternativ die Leukozyten, Lymphozyten und andere std- 
Durch das erfindungsgemaBe Verfahren der kontinu- 20 rende Zellen aus dem Buffy-coat abgetrennt werden. 
ierlichen Zentrifugation werden nur ca. 100 bis 200 ml Die Ansatze werden auf Microtiterplatten verteilt, und 
Biut, entsprechend dem FOUungsvolumen der kontinu- schon nach ca. vier Tagen sind die Klone der transfor- 
ieriichen Zentrifuge benStigt Ferner ist es mdglich, nur mierten Zellen gut sichtbar. Die transformierten Zellen 
die Leukozyten, Lymphozyten und die in dieser Frak- lassen sich aufgrund ihrer Morphologie eindeutig von 
don enthaltenen transformierten Zellen schonend aus 25 eventuell noch vorhandenen Lymphozyten unterschei- 
dem Biut abzutrennen, die abrigen Biutbestandteile den und ahneln sehr stark den Primartumorzellen. Nach 
werden dem Patienten wieder zurUckgegeben. Bevor- ca. einer Woche stehen bereits genug transformierte 
zugt geschieht dies in einem Arbeitsgang. Auf diese Zellen far die anschlieBende in vitro-Immunisierung zur 
Weise wird die Belastung des Patienten so gering wie VerfQgung. FOr eine Verwendung zu einem spiteren 
mSglich gehalten, andererseits gelingt es, in kurzer Zeit 30 Zeitpunkt kfinnen die Klone auch eingefroren werden. 
ausreichende Mengen an transformierten Krebszellen Die Krebszellen kfinnen dem Kdrper in modifizierter 
zu isoiieren, die dann entsprechend weiterverarbeitet nicht-pathogener Form als Immunogen wieder zuge- 
werden kSnnen. fQhrt werden. HierfOr kdnnen z, B. isolierte Membran- 
Vor der Blutzuf Qhrung wird die Zentrifuge mit einer fraktionen, die noch die Tumorantigene tragen, yerwen- 
pharmazeutisch annehmbaren, isotonischen Ldsung ge- 35 det werden; Es besteht auch die M5glichkeit, mit diesen 
fHUt, die mit einem gerinnungshemmenden Mittel, z. B. Antigenen einen anderen Fremdorganismus, z. B. Maus, 
Heparin, versetzt ist, Oblicherweise reichen hierfur 1000 Kaninchen oder Ziege, zu immunisieren und hieraus 
bis 2000 Einheiten axis. FOr die Separation von transfor- nach tiblichen Methoden polyklonale oder monoklonale 
mierten Zellen aus dem Blutstrom werden fiber einen Antikdrper zu gewinnen, die dann zur Diagnostik oder 
geeigneten, am Zentrifugenausgang angebrachten By- 40 Therapie verwendet werden konnen. 
pass-Mechanismus beliebig viele weiBe Blutkorperchen So konnen die kultivierten Krebszellen yorteiUiaft da- 
mit darunter vermischten transformierten Zellen ent- zu benutzt werden, aus demselben Organismus isolierte 
nommen, wobei der Fachmann ohne weiteres in der B-Lymphozyten in einer in vitro-Immunisierung, dh. 
Lage ist, die Leukozytenfraktion zu identifizieren: auflerhalb des KSrpers, zu stimulieren und aus den so 
Bei Erscheinen einer weiBen Bande, die sich deutlich 45 stimulierten B-Lymphozyten Hybridoma-Zellklone her- 
von den roten Erythrozyten abhebt, wird der Bypass der zustellen, die zur permanenten Sekretion monoklonaler 
Zentrifuge gedffnet und ca. 40 ml der weiBen BlutkSr- AntikSrper in der Lage sind. Neben der Hybridoma- 
perchen bei einer Zentrifuge mit einem Fassungsvermd- Technik ist auch die Immortalisierung der B-Lymphozy- 
gen von 120 ml entnommen. Die roten Blutkdrperchen, ten mit Epstein-Barr-Viren mftglich. Die Erfmdung bil- 
das Plasma und die anderen Biutbestandteile werden 50 det somit das kdrpereigene Immunsystem in technisch 
dem Kdrper wieder zurackgegeben. kontrollierbarer Weise nach. 

FOr das erfindungsgemaBe Verfahren besonders ge- Die in Kultur vermehrten malignen Zellen werden zu 

eignet ist eine kontinuierliche Zentrifuge aus einem einem gegebenen Zeitpunkt, jedoch vorzugsweise mOg- 

durchsichtigen Material und einem Fassungsvermdgen lichst frOh nach der Entnahme, dh. nach ca. 8 bis 10 
von 100—150 ml, welche es erlaubt, nach Fullung mit 55 Tagen, mit kdrpereigenen B-Lymphozyten des Patien- 

dem erwtinschten Volumen an Biut dieses in ca. 10 min ten in Kontakt gebracht Nachdem far die Isolierung der 

bei einer Umdrehungszahl von 3600 bis 3800 Upm in die B-Lymphozyten nur etwa 50 ml Biut notwendig sind 

Hauptbestandteile aufzutrennen. Im Qbrigen wird ftir und die B-Zellen in einem groBen OberschuB im Gegen- 

die Isolierung der Zellen entsprechend den HersteHer- satz zu den transformierten Zellen vorhanden sind, kdn- 
angaben verfahren. Das Zellsorting zur Gewinnung ma- so nen diese auch durch Zentrifugation in einem Dichte- 

ligner Zellen kann beliebig oft, unabhangig von einer gradienten, z. B. einem Hcollgradienten, erfolgen. Die 

Operation, vor oder nach dieser, erfolgen. Die einzige Entnahme der B-Lymphozyten erfolgt jedoch bevor- 

Voraussetzung zur Gewinnung maligner Zellen ist das zugt ebenso mit der kontinuierlichen Zentrifuge. Bevor- 

Vorhandensein dieser imKreisiauf. zugt werden die Verfahrensschritte der Anlegung der 
Die Leukozytenfraktion mit den darin enthaltenen 65 Krebszellenkultur und die Isolierung der B-Zelien so 

Leukozyten, Lymphozyten und transformierten Zellen, aufeinander abgestimmt, daB eine in vitro-Immunisie- 

der sogenannte "Buffy-coat", wird in eine Kulturldsung rung zu einem mdglichst fruhen Zeitpunkt nach der Zel- 

aberfflhrt Zur Kultur der transformierten Zellen kann ientnahme,dh.nachca.8bis 10 Tagen, erfolgen kann. 
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Fflr die in vitro-Immunisierung kann der gesamte 
Buffy-coat verwendet werden (T- und B-Lymphozyten), 
da nur die stimulierten B-Lymphozyten die AntikOrper 
sezernieren, wobei der Buffy-coat und die transformier- 
ten Zelien in einem Verhaitnis bezogen auf die Anzahl 
der Zelien bevorzugt von 100 : 1 bis 1 : 1 und besonders 
bevorzugt im Verhaltnis von ca. 10 : 1 eingesetzt wer- 
den. Durch Zugabe von Interleukinen wie IL-2, EL-4, 
IL-5, IL-6 und gamma-Interferon wird die Stimulierung 
der antikOrperbildenen Zelien begflnstigt. Die Konzen- 
tration dieser Hilfsstoffe im Inununisierungsansatz be- 
trflgt jeweils 0,1 bis 10 mM, bevorzugt ca. 1 mM. 

Zur unbegrenzten Vermehrung mflssen die stimulier- 
ten B-Lymphozyten immortalisiert werden. Dies kann 
bevorzugt durch Transformation der B-Lymphozyten 
mit Epstein-Barr-Viren analog dem Verfahren wie in 
der deutschen Patentschrift DE 39 28 769 C2 beschrie- 
ben. Besonders bevorzugt zur Produktion groBer Anti- 
kOrpermengen ist die Herstellung einer Hybridomakul 
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Glutaraldehyd- Verfahren Immuntoxine, wie z. B. Ricin 
oder Diphtherie-Toxin gekoppelt werden. Ferner kOn- 
nen die AntikOrper mh radioaktiven Substanzen, z, B. 
125 J oder Markerenzymen far einen RIA oder ELISA 
markiert werden. 

Die AntikOrper kOnnen ohne weitere ModiHkationen 
zur Herstellung eines Arzneimittels verwendet werden, 
wobei in einer pharmazeutischen Zusamm ens etzung ei- 
ne oder mehrere monoklonale AntikOrperarten, die je- 
weOs gegen ein bestimmtes Epitop gerichtet sind, ent- 
halten sein kOnnen. 

Nach Verabreichung an einen Padenten sind sie in 
der Lage, an abgesiedehe Tumorzellen zu binden und 
auf diese Weise Macrophagen oder kSrpereigene Kil- 
lerzellen anzulocken, die dann ihrerseits die Krebszellen 
zerstOren. 

Die AntikOrper werden in einer pharmazeutisch an- 
nehmbaren Formulierung zusammen mh hierfflr flbli- 
chen Trfigern, VerdQnnern, StabQisatoren und gegebe- 



tur. Fflr die Fusion mit den B-Zellen werden je ^«ch 20 nenfalls weiteren Hilfsstoffen dem Padenten verab- 
Spenderorganismus spezienspezifische Myelomazellen reicht Das Arzneimittel kann in jeder geeigneten For- 
verwendet Beim Menschen hat sich die Myelomazelli- mulierung, bevorzugt in Form einer intravenOsen, intra- 
nie U-266 fflr diesen Zweck besonders bewShrt Die muskular oder subkutan injizierbaren LOsung vorliegen. 
B -Zelien werden mit den Myelomazellen in dem opti- Besonders bevorzugt werden die AntikOrper nach ihrer 
malen Verhfiltnis von 1 : 1 vereinigL Zur Unterstfltzung 25 Gewinnung IyophiBsiert und in einer Ektheitsdosis in 
der Zellfusion kOnnen Hilfsstoffe wie Poiyethylenglycol Ampullen gefflllt und versiegelt Kurz vor der Verwen- 
zugesetzt werden. AnschlieBend wird der Ansatz zur dung werden AntikOrper mit einer fflr die Injektion ge- 
Selektion auf Hybridomaklone auf Microtiterplatten eignetenTrSgerlOsunggelOst oder suspendiert Die Tri- 
ausges&t und der KulturQberstand nach AntikOrpern ge- gerlOsung, Oblicherweise eine sterile, gepufferte wSBri- 
testet Die Kulturbedingungen sind wie fflr Hybridoma- 30 ge LOsung, kann in einer eigenen AmpuUe zusammen 
kulturen Qblich. mit den lyophilisierten AntikOrpern in einer Arzneimit- 

Durch Epitop-Screening werden Hybridomaklone se- telpackung beigegeben sein. Der behandelnde Arzt 
lektiert, die verschiedene antigene Determinanten auf wird hierbei je nach Alter und Zustand des Patienten, 
der Oberfl&che der transformierten Zelle erkennen, und nach Art des Tumors und Schwere der Erkrankung eine 
cUe Spezifitat der AntikOrper verifiziert Die auf diese 35 geeignete-Dosierung und Verabreichungsf orm w&hlen. 
Weise erhaltenen Hybridomazellinien kOnnen zur Ge- Fflr die Herstellung eines Arzneimittels zur Tumorbe- 
winnung von monoklonalen AntikOrpern weiter ver- handhing kann auch bevorzugt die Eigenschaft eines 
mehrt und/oder ftlr eine spatere Verwendung eingefro- AntikOrpers ausgenutzt werden, hochspezifisch sein 
ren werden. entsprechendes Antigen zu erkennen und daran zu bin- 

40 den. Ein Wirkstoff, der mit dem AntikOrper in geeigne- 
ter Weise, d. h. nicht flber den fflr die Antigenerkennung 
wfchtigen Bereich, kovalent verbunden ist, l&Bt sich so- 
mit via AntikOrper als Transportvehikel direkt an den 
gewflnschten Wirkort transportieren, urn nur dort und 



Die AntikOrper werden nach konventionellen Verfah- 
ren aus dem KulturQberstand isoliert und mit flblichen 
Proteinreinigungs-Methoden, wie Ammoniumsulfatfai- 
lung, Gelchromatographie, Ionenaustausch-Ghromato- 
graphie, Affimt&tschromatographie und/oder FPLC und 



elektrophoredschen Verfahren mOglichst bis zur Ho- 45 nicht unspezifisch im Organismus verteilt seine Wirkung 



mogemt&t gereinigt 

Die extracorporale in vitro-Immunisierung erfolgt 
ohne Passagen in Fremdorganismen und liefert groBe 
Mengen an AntikOrpern, die fflr den spezieUen Tumor 
aus dem Spenderindividuum spezifisch imd so mit zur 50 
Verwendung fflr seine Diagnose und seine Bekfimpfung 
in diesem spezieUen Individuum optimal geeignet sind. 
Andererseits stammen die AntikOrper aus B-Lymphozy- 
ten, die ebenfalls demselben Individuum entnommen 



zu entfalten. Durch Ankoppelung von Immuntoxinen, 
z. B. Ricin, oder Radiotherapeutika an diese monoklona- 
len AntikOrper nach an sich bekannten Verfahren kOn- 
nen somit die Tumorzellen zerstOrt werden. 

Durch Verabreichung dieser monoklonalen modifl- 
zierten und/oder nicht-modifizierten AntikOrper kOn- 
nen Tumorzellen erfaBt und zerstOrt werden, die am 
Endothel angeheftet waren. Ferner erlaubt dieses Ver- 
fahren auch die ZerstOrung eventuell nicht operabler 



wurden. Die erfindungsgemftBen AntikOrper sind daher, 55 solider Tumoranteile oder des gesamten soliden Tu- 



obgleich auBerhalb des KOrpers hergestellt, "kOrperei- 
gene" Proteine, die nach Applizierung im Organismus 
keine gegen sie gerichtete Immunantwort auslOsen, was 
sonst zu ihrem raschen Abbau und damit zu einer ver- 
ringerten therapeutischen Wirksamkeit fflhren kOnnte. 

Die nach diesem Verfahren hergesteQten AntikOrper 
umfassen alle Subklassen wie IgG, IgM und IgE, bevor- 
zugt sind AntikOrper vom IgG-Typ* Die AntikOrper 
kOnnen ferner chemisch oder enzymatisch modifiziert 
werden, solange ihre physiologische Aktivitat, d h. Er- 
kennung und Bindung an die krebszellen-spezifische an- 
tigene Determinante, erhalten bleibt 

An die AntikOrper kOnnen nach dem konventionellen 



60 



65 



mors, wie auch bereits gebildeter Metastasen. Nach 
operativen Eingriffen kOnnen AntikOrp ergaben flber ei- 
nen entsprechenden Zeitraum vorbeugend gegeben 
werden, urn die Neuansiedelung zirkulierender transfor- 
mierter Zelien bzw. die Entstehung von Metastasen zu 
verhindern. Eine Verabreichung kann auch zusammen 
mit anderen flblichen Arzneimitteln zur Tumorbehand- 
lung wie Cytostatika oder flhnKchen und begleitenden 
therapeutischen MaBnahmen, Bestrahlungen usw. erfol- 
gen. 

Fflr diagnostische Zwecke kOnnen diese AntikOrper 
an radioaktive oder mcht-radioaktive Marker gekop- 
pelt werden und in vivo und in vitro der Suche und 
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Markierung von Tumorzellen dienen. Die hohe Selekti- 
vitat und Bindungsaffinititat der Antikdrper erlaubt auf 
einfache Weise die Anzahl transformierter Zellen im 
Blutstrom eines Patienten in einem in vitro-Testsystem 
quantitativ und qualitativ zu bestimmen. Dank der Emp- 5 
findlichkeit eines solchen Tests, mit dem in einer Probe 
bereits wenige transformierte Zellen nachgewiesen 
werden kdnnen, muB dem Patienten nur wenig Blut ent- 
nommen werden, und durch die standige VerfQgbarkeh 
der Antikdrper kann der Test regelmaBig Qber einen 10 
langeren Zeitraum zur Diagnose diirchgefuhrt werden. 

Wesentlich ist, daB die nach diesem Verf ahren gewon- 
nenen Produkte, wie z. B. die Kultur der transformierten 
Zellen, die Hybridomakultur und die monoklonalen An- 
tikdrper, hochspezifisch fur den betreffenden Organis- 15 
mus sind Dies bedeutet insbesondere fur die monoklo- 
nalen Antikdrper, daB sie sich von solchen aus einem 
anderen Organismus, z. B. aus einem anderen Patienten 
mit derselben Tumorerkrankung, mehr oder weniger 
stark hinsichtlich ihrer Struktur wie auch ihrer Antigen- 20 
erkennung unterscheiden. Hierdurch wird es moglich, 
innerhalb eines relativ kurzen Zeitraums und mit ver- 
tretbarem Aufwand fur einen bestimmten Patienten, 
z. B. durch die Verwendung der individual-spezifischen 
Antikdrper, ein speziell fur inn zugeschnittenes Arznei- 25 
mittel oder Diagnosticum herzustellen. 

Dies bedeutet jedoch andererseits nicht, daB die Ver- 
wendung monoklonaler Antikdrper, die aus und fur ein 
bestimmtes Individuum hergestellt wurden, fur andere 
Individuen prinziell ausgeschlossen ware. Es ist bekannt, 30 
daB humane monoklonale Antikdrper innerhalb der 
gleichen Spezies vertraglicher sind als Chimtren oder 
gar tierische Antikdrper. Werden die Antikdrper zur in 
vitro-Diagnose eingesetzt, spielt die Vertr§guchkeit so- 
wieso keine Rolle. Man wird daher bei einem Patienten, as 
bei dem der Verdacht auf eine bestimmte Tumorerkran- 
kung besteht oder eine solche bereits diagnostiziert 
wurde, zun&chst versuchsweise bereits aus einem ande- 
ren Patienten gewonnene Antikdrper einsetzen. Spre- 
chen diese in gewfinschter Weise an und werden sie gut 40 
vertragen, ist es nicht mehr notwendig, fur diesen Pa- 
tienten ebenf alls, wie oben beschrieben, eigene Antikdr- 
per herzustellen. 

Die nach dem erfindungsgemaBen Verfahren bereit- 
gestellten transformierten Zellen kdnnen somit ihrer- 45 
seits fur die Herstellung eines Mittels eingesetzt wer- 
den, das zur Diagnose und/oder Therapie einer be- 
stimmten Krebserkrankung bei einer Vielzahl von Indi- 
viduen einer bestimmten S&ugerspezies eingesetzt wer- 
den kann. 50 

Hierzu kdnnen verschiedene Hybridomazellinien von 
einem oder mehreren Patienten mit demselben Tumor 
etabliert und nach solchen monoklonalen Antikdrpern 
selektiert werden, die spezifische antigene Determinan- 
ten auf den Krebszellen unterscheiden. Auf diese Weise 55 
l&Bt sich auch feststellen, ob auf transformierten Zellen, 
welche aus verschiedenen Patienten mit der gleichen 
Tumorerkrankung isoiiert wurden, identische Deter- 
minanten vorkommen. Diese Antikdrper kdnnen dann 
zur Diagnose auch bei anderen Patienten verwendet 60 
werden, ohne daB bei ihnen zuerst eine in vitro-Immun- 
isierung durchgeftthrt werden muB. 

Die Antikdrper kdnnen in modifizierter und nicht- 
modifizierter F rm nach Qblichen Methoden, wie oben 
beschrieben, in pharmazeutische Zusammensetzungen 65 
formuliert werden. 

Das Verfahren ist auch geeignet, bei Krebsverdacht 
im Routinebetrieb auf das Vorhandensein von transfor- 
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mierten Zellen hin zu untersuchen oder beim Vorhan- 
densein eines rdntgenologisch erkennbaren soliden Or- 
gantumors festzustellen, ob der Tumor bereits maligne 
Zellen in den Kreislauf gestreut hat oder nicht Ferner 
kann bei zweifelhaftem Befund (maligne oder nicht-ma- 
ligne) auf das Vorhandensein peripher zirkulierender 
transformierter Zellen hin untersucht werden. Fur die- 
sen Zweck werden die Antikdrper bzw. ihre hierfur spe- 
ziell geeigneten Derivate in einem Diagnose-Kit, vor- 
zugsweise fur einen ELISA, bereitgestellt 

Das vorstehende Verfahren ist nicht nur im human- 
medizinischen Bereich am Menschen, sondern auch an 
S&ugern allgemein in der Tiermedizin und verwandten 
wissenschaftlichen Disziplinen anwendbar. Die beispiel- 
hafte Bezugnahme auf einen Patienten als Vertreter f fir 
einen lebendes Individuum in der Beschreibung soli da- 
her nicht beschrankend ausgelegt werden. 

Es ist mdglich, auf ungeflhrliche Weise ohne Zusatz 
von Chemikalien oder sonstigen Hilfsmitteln aus einem 
lebenden Organismus von Mensch und Tier transfor- 
mierte Zellen fur diagnostische und therapeutische 
Zwecke zu gewinnen. Das Verfahren erlaubt die Ent- 
nahme einer groBen Zahl im Kreislauf zirkulierender 
Tumorzellen. Damit wird die Tumorlast, die tlblicher- 
weise zur Metastasierung beitragt, reduziert 

Das erfindungsgemafie Verfahren bietet insbesonde- 
re die folgenden Vorteile: 

— Die Gewinnung der transformierten Zellen ist 
fur den Organismus auBerst schonend durchfuhr- 
bar, dh.es kommt zu keiner vermehrten Freiset- 
zung solcher Zellen in den Blutstrom. 

— Die kontinuierliche Arbeitsweise des Isolie- 
rungsverfahrens erlaubt, die Anzahl der peripheren 
transformierten Zellen im Blutstrom sehr stark ab- 
zusenken, und verringert somit das Risiko einer 
Metastasenbildung, z.B. nach operativer Entfer- 
nung des Prim&rtumors. 

— Die optimale Abstimmung der einzelnen Ver- 
fahrensschritte ermdglicht die Erzeugung der Anti- 
kdrper in relativ kurzer Zeit und unter niedrigen 
Kosten. 

— Die gewonnenen Antikdrper sind individual- 
speziflsch, d. h. sie stelien ffir den betreffenden Or- 
ganismus keine Fremdkdrper dar. Es kommt weder 
zu Unvertraglichkeitsreaktion, noch werden die 
Antikdrper im Gegensatz zu anderen Fremdprotei- 
nen fibermUBig rasch abgebaut, wodurch ihre Effi- 
zienz wesentlich erhdht wird 

— Die Antikdrper sind tumor-spezifisch, d L sie 
erkennen nur die spezifischen Antigene des speziel- 
len Tumors aus dem betreffenden Individuum, die 
Antigene nicht-transformierter Zellen werden 
nicht erkannt 

— Die an die Antikdrper gekoppelten pharmazeu- 
tischen Wirkstoff e entfalten ihre Aktivitat nicht un- 
speziflsch fiber den Organismus verteilt, sondern im 
wesentlichen nur am gewflnschten Wirkort (cell- 
targeting); unerwfinschte Nebenwirkungen werden 
somit weitgehend vermieden. 

— Das aus den Antikdrpern hergestellte Arznei- 
mittel kann nicht nur gegen im Blutstrom zirkulie- 
rende transformierte Zellen, sondern auch zur Be- 
kampfung des Primartumors und eventuell bereits 
gebildeter Metastasen eingesetzt werden. 

— Das aus den Antikdrpern hergestellte Arznei- 
mittel wird aus kdrpereigenen Resourcen gewon- 
nen, das Risiko von Fremdinfektionen, z. B. durch 
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Hepatitis oder AIDS, ist ausgeschlossen. 

— Die Gewinnung der fQr den iiidrviduellen Patien- 
ten tumorspezifischen Antik5rper gelingt mit ei- 
nera vertretbaren Aufwand, s dafi diese nicht nur 
zur Herstellung patientenspezifischer Arzneimittei, 5 
sondern auch fur FrQherkcnnung, Diagnostik oder 
Nachbehandlung nach operativen Eingriffen ein- 
setzbarsind. 

— Die Verwendung der aus einem individuellen 
Organismus gewonnenen AntikOrper fur andere 10 
Organismen als den "Erzeugerorganismus" ist mOg- 
lich. 



Die folgenden Beispiele dienen der Illustration des 
erfindungsgemaBen Verfahrens. 

Material und Methoden 



15 



1. BenatigteGerate 

l.LZellkultur: 20 
sterile Werkbank, CO^Inkubator, Warme- 
schrank, Warmeplatte, Ruoreszenzmikroskop, 
Phasenkontrastmikroskop, Zentrifuge fur va- 
riable Rotoren, Kfihlschranke (4,-20, -80°C), 
flQssigerStickstoff,Autokiav 25 
1.2.ELISA: 

Microplattenphotometer, Pipette, 8-Kanal 
13. Reinigung der monoklonalen AntikQrper: 
FPLQHPLC 

1.4. Biochemische Analyse : 30 
IEF-Gerit, Midget System, Elektrobiot, 2dim. 
Gelelektrophor ese, Transf ormator 
15. Kontinuierliche Zentrifuge (Apherese): 
UVAR-Zentrifuge von Tfaerakos Inc. Fas- 
sungsvermdgen 120 ml, mit Bypass 35 

2. Reagentien 

2. 1. Gewebekultur: 

Medium RPMI 1640, fOtales K&lbersenun, 
L-Glutamin Na-Pyruvat, PhosphatpufferlS- 
sung (PBS), pH 7,0, 20 mM, HAT-Medium 40 
Z2. Monoklonale Antikdrpen 
Anti-CD 8, Anti-CD 25, Anti-IL-2, Anti-IFN 
gamma Rekombinantes IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, 
IFN gamma Macrophagen-Inhibierendes- 
Peptid (Thr-Lys-Pro, Tuftsin-Fragment 1 —3), 45 
23.Zellfusion: 

50% Polyethylenglycol 1500 in HEPES-Puffer, 
75 mM, (50% Gew/Vol). 

3. Verfahren 

3.1. Isolierung und Vermehrung von Krebszel- so 
len mit Hilfe der Apherese: 
Unter Verwendung einer mit einem Bypass 
versehenen UVAR-Zentrifuge wurden bei drei 
Patienten mit unterschiedfichen Tumortypen 
(Prostatakarzinom, Adenokarzinom der Niere, 55 
Adenokarzinom des Kolons) nach dem vorste- 
hend beschriebenen Verfahren ein Buffy-coat 
aus jeweils 120 ml Biut gewonnen. 
Bei den Patienten war durch vorherige Opera- 
tion das histologische Stadium bekannt Zwei go 
der Patienten (der Patient mit Prostatakarzi- 
nom und der Patient mit Adenokarzinom der 
Niere) wiesen aufgrund derzeit bekannter 
bildgebender Verfahren noch keine Anzeichen 
von Fernmetastasen im Gewebe auf. Beim 65 
dritten, dem an Adenokarzinom erkrankten 
Patienten, hatte man bereits multiple Lungen* 
metastasen und eine Metastase im Bereich der 



Nebenniere diagnostiziert 

2,4 -10 9 weiBe Blutzellen aus dem Buffy-coat 

werden in ein Rdhrchen mit Zellkulturmedium 

(RPMI 1640) aufgenommen und wie folgt un- 

tersucht 

Die ZeUen wurden Ober Nacht unter Stan- 
dan&edingungen (37° Q 5% CO2, 95% Luft- 
feuchtigkeit) kultrviert. Als Medium wurde 
RPMI 1640 mit 10% fttalem Kfilberserum un- 
ter Zusatz von B- und T-zellspeziflschen Anti- 
kfirpern (CD 8-, CD 25-, IL-2- und IFN gam- 
ma-spezinsche Antikorper) und Zugabe von 
Macrophagen-Inhibierendem-Peptid in den 
folgenden Konzentrationen verwendet: 

Anti-IFN: 100 ug/500 ml Medium 
Anti-CD 25: 100 ug/500 ml Medium 
Anti-CD 8: 1 mg/500 ml Medium 
Macrophag.-Inhib.-Peptid (MIP): 50 mg/ 
500 ml Medium. 

Der Ansatz wurde auf Microtiterplatten mit je 
200 000 ZeEen in 100 ul pro Well verteilt Am 
vierten Tag nach Inokulation wurden die Zel- 
len mit je 100 ui Medium (ohne AntikOrper- 
und MlP-Zusatz) gefuttert. Wahrend der ge- 
s am ten Kulturzeit wurde standig mit 5% CO2 
bei 37° C begast Die Krebszellen waren nach 
Teilung als Klone bereits nach vier Tagen im 
Phasenkontrastmikroskop gut sichtbar. 
Zur Kontrolle wurde derselbe Ansatz in Medi- 
um ohne Zusatz von AntikOrpern und Macro- 
phagen-Inhibierendem-Peptid ausplattiert, 
wobei die Krebszellen erst nach drei Wochen 
im Phasenkontrastmikroskop als Klone er- 
kennbar waren. Ein Klon des Ansatzes mit zu- 
gegebenen AntikSrpern und Macrophagen-In- 
hibierendem-Peptid wurde entnommen und 
vermehrt, bis eine Zellzahl von 10 8 erreicht 
war. Weitere Klone wurden vermehrt und ein- 
gefroren. 

32. Immunisierung: 

Die weiBen Blutzellen mufiten dazu veranlaBt 
werden, AntikSrper gegen krebszellspezui- 
sche Andgene zu sezernieren. Hierzu wurden 
bei einem der Photophoresezyklen 10 9 weiBe 
Blutzellen entnommen, mit 10 8 Krebszellen 
vereinigt und 4 Tage in 100 ml humanem hepa- 
rinisiertem Plasma in Rollerkultur bei 37° C, 
5% CO2 inkubiert Durch Zugabe von IL-2, 
IL-4, IL-5, IL-6 und IFN gamma wurde die 
Reifung zu antikflrperbildenden ZeUen stimu- 
li ert Die Konzentrationen betrugen jeweils 
100 ug pro 100 ml Immunisierungsansatz. 

33. Zellfusion: 

Die B-Lymphozyten wurden mit Hilfe eines 
FACS von den Qbrigen ZeEen abgetrennL Ei- 
nige Tage vor der Fusion wurden die menschli- 
chen Myelomazellen (U266) in einer ZeMchte 
von 3- 10 s Zellen/ml in der logarithmischen 
Wachstumsphase gehalten. Die Myelomazel- 
len wurden gleichzeitig mit den B-Lymphozy- 
ten geerntet und dreimal in PBS gewaschen. Es 
wurden vier Fusionsansfitze vorbereitet, wo- 
bei jeweils 5-10 7 Myelomazellen mit 5-10 7 
B-Lymphozyten zusammen zentrifugiert und 
anschlieBend mit jeweils 1 ml 50% Polyethy- 
lenglycol in HEPES fusioniert wurden. Hierauf 
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folgte die langsame Zugabe von 10 ml RPMI 
1640. Der Fusionsansatz wurde in RPMI 1640 
gewaschen,2Minuten bei200-gbei RT.zentri- 
fugiert, in jeweils 50 ml HAT-Medium aufge- 
nommen und zu jeweils 0,1 ml pro Well in 5 
96-WeD-Microtiterplatten ausgesat Als Fee- 
derzellen wurden humane Macrophagen in ei- 
ner Anzahl von 10 4 pro Well eingesetzt 

3.4. Screening: 

Der Kulturfiberstand der Hybridomazelien 10 
wurde mit einem ELISA auf Antikarper gete- 
stet HierfQr wurde ein Zell-ELISA etabliert 
Krebszellen wurden mit geeigneten Methoden 
an die Plastikoberflache der Microtiterplatten 
beschichtet, eventuell daran bindende And- 15 
kdrper fiber einen zweiten Antikdrper detek- 
dert 
ELISA: 

Im ersten Screening nach der Fusion wurde 
nach KJonen gesucht, die Immunglobulin se- 20 
zernieren. 

1. Inkubation von Kulturiiberstand in Mi- 
crotiterplatten zu je 100 jil pro Well fiber 
Nachtbei4°C 

2. Dreimal waschen mit PBS 25 

3. Absattigen mit Albumin oder Blotto, 2 
M°C 

4. 3 x waschen mit PBS 

5. Inkubation mit spezifischen Antikdr- 
pern gegen human es Immunglobulin, 2 h 30 
bei37°C 

6. Inkubation mit einem enzymkonjugier- 
ten zweiten AntikSrper (Peroxidase oder 
alkalische Phosphatase) 1 h bei 37° C 

7. Entwickeln durch Zugabe von Substrat 35 
und Messung im Ablesegerat 

Die positiven Klone werden nun auf krebszell- 
spezifische Antikdrper getestet Hierzu wurde 
ein Zell-ELISA etabliert: 

1. Herstellung einer Poly-L-Lysinldsung 40 
von 1 mg/ml in dest Wasser 

2. Inkubation der Microtiterplatten mit 
Poly-L-Lysin f fir 15 Minuten 

3. Waschen mit Wasser. Lagerung bei RT 
nach Trocknung 45 

4. Zweimal waschen der Zellen in Suspen- 
sion in PBS, Zentrifugation bei 400 - g 

5. Resuspendieren des Zellpellets in PBS 
zu 10 5 Zellen pro ml EinfQllen in die Mi- 
crotiterplatten, Inkubation 1 0 min bei RT 50 

Fbderung: 

leweils 200 pi eines Aceton/Methanolgemi- 
sches (50/50 VoL-%) wurden in die Wells der 
Microtiterplatten eingefQUt und 2 Min. bei RT 
inkubiert AnschlieBend wurde einmal mit PBS 55 
gewaschen. 

Die weiteren Schritte wurden wie beim ersten 
Screening ausgeffihrt 

3.5. Biochemische Analyse: 

Monoklonale Antikdrper wurden direkt aus 60 
dem Kulturfiberstand analysiert Die Subklas- 
sen der leichten und der schweren Kette wur- 
den mit Hilfe eines Subklassentestkits im ELI- 
SA bestimmt Mit Hilfe der isoelektrischen Fo- 
kussierung konnte die Monoklonalitat der An- 65 
tikdrper sichergestellt werden (Hoffmann et 
aL, Human Genetics, Springer Verlag, 1990, 84, 
137-146). 
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3. 6. Epitopscreening: 

Es wurden Krebszellen kultiviert, 10 7 Zellen 
wurden entnommen, dreimal mit PBS gewa- 
schen und in zwei Fraktionen aufgeteilt Eine 
Fraktion wurde homogenisiert und in der nati- 
ven Geielektrophorese (pH 8,8, 9% Acrylamid 
im Trenngei und 3% Acrylamid im Sammelgel) 
analysiert, die andere wurde denaturiert 
(Harnstoff, SDS) und mit der eindimensionalen 
und zweidimensionalen Geielektrophorese 
(Waldinger et aL, Electrophoresis, 1986) aufge- 
trennt Nach anschlieBendem Westernblot 
wurde mit dem Kulturiiberstand detektiert 
Die erkannte Bande bzw. der erkannte Spot 
wurde extrahiert und ansequenziert und so das 
tumorspezifische Antigen identifiziert Als 
KontroUe wurden Proben anderer Gewebe 
und weiBe Blutzellen verwendet (E. Harlowe, 
D. Lane Antibodies, A Laboratory Manual 
Cold Spring Harbor Laboratory, 1988; D. Ba- 
ron, U. Hartlaub, Humane monoklonale Anti- 
kdrper, Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, New 
York 1987). 
4.Ergebnisse 

In alien drei Fallen (Prostatakarzinom, Adenokarzi- 
nom der Niere und Adenokarzinom des Kolons) 
waren bereits nach vier Tagen in ca. 30% der Wells 
der Zellkulturplatten Klone transformierter Zellen 
im Phasenkontrast sichtbar. 
Als Kontrolle dient der Buffy-coat eines Patienten 
mit einer nicht-malignen Erkrankung (autoimmune 
Regulationsstdrung der Lymphozyten), bei dem die 
weiBen BlutkSrperchen aus anderen GrOnden au- 
Berhalb des Kdrpers behandelt werden muBten. In 
diesem Falle wurden keinerlei Zellteilungen f estge- 
stellt 

PatentansprQche 

1. Verfahren zur Isolierung und Kultivierung von 
im Blutstrom eines Individuums zirkulierenden 
transformierten Zellen, dadurch gekennzeichnet, 
daB man durch Zentrifugation von Blut mittels ei- 
ner zur Abtrennung von Lymphozyten geeigneten, 
kontinuierlichen Zentrifuge einen Buffy-coat, der 
die transformierten Zellen, Leukozyten und Lymp- 
hozyten enthait, ttber einen der Zentrifuge nachge- 
schalteten Bypass entnimmt und den Buffy-coat un- 
ter Vermehrung der transformierten Zellen kulti- 
viert 

X Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man einem Individuum Blut ent- 
nimmt, dieses zur Gewinnung des Buffy-coats 
durch die kontinuieriiche Zentrifuge leitet und die 
flbrigen Blutbestandteile dem Individuum wieder 
zurfickgibt 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB man f&r die Gewinnung des Buf- 
fy-coats 100 bis 150 ml Blut verwendet 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man bei der Kultur des Buffy-coats 
zur Vermehrung der transformierten Zellen das 
Wachstum und/oder die Funktion der Lymphozy- 
ten und Leukozyten inhibiert 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man zur Inhibierung Macrophagen- 
Inhibierendes-Peptid, B-zellenspezifische und/oder 
T-zellenspezirische Antikdrper zugibt 
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6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daO man die Leukozyten und Lymphozy- 
ten aus dezn Buffy-coat durch ein ZeUsortingver- 
fahren abtrennt 

7. Verfahren nach einem oder mehreren der vor- 5 
hergehenden Ansprflche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi man transfonnierte Zellen ausge- 
w&hlt aus Prostatakarzinom-, Adenokarzinom- der 
Niere und AdenkarzinomzeOen des Kolons isoliert 
und kultiviert 10 
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